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Das invasive Karzinom der Brustdrü-
se ist in den meisten Industrielän-
dern die zweithäufigste Todesursache 
der Frau [1]. Eine Senkung der Mor-
talitätsrate wird über einen wachsen-
den Aufwand der Früherkennung und 
durch Verbesserung der postchirur-
gischen Therapie angestrebt. Die Mo-
dalität der postchirurgischen Thera-
pie ist in hohem Maß vom patholo-
gischen Befund mit Abschätzung der 
Aggressivität des Karzinoms durch 
die Bestimmung des Tumortyps, des 
TNM-Stadiums (T: „tumor“, N: „no-
de“, M: „metastasis“) und des histolo-
gischen Differenzierungsgrades ab-
hängig. Neben diesen rein prognos-
tischen Parametern hat die Bestim-
mung des Hormonrezeptor- und des 
Her2/neu-Status zudem eine prä-
diktive Aussage im Hinblick auf ei-
ne antiöstrogene Therapie bzw. Tras-
tuzumab- (Herceptin-)Therapie. An-
dere Marker, die mit der Prognose 
der Tumorerkrankung korrelieren, 
aber keinen prädiktiven Wert besit-
zen, wurden beschrieben [2]. Es be-
steht also Bedarf an weiteren prädik-
tiven Parametern für die alltägliche 
klinische Arbeit.
Karzinomzellen zeichnen sich u. a. da-
durch aus, dass ihre interzelluläre Verbin-
dung herabgesetzt ist. In den zahlreichen 
Schritten von der Entartung der Zelle bis 
hin zur manifesten Metastasenbildung 
spielen die Adhäsionsmoleküle eine wich-
tige Rolle [3]. Diese können in die Fami-
lie der Selektine, Integrine, Cadherine und 
der Zelladhäsionsmoleküle der Immun-
globulingensuperfamilie (Ig-CAM) un-
terteilt werden. „Activated leukocyte cell 
adhesion molecule“ (ALCAM), auch be-
kannt als CD166 oder „melanoma-metas-
tasizing clone D“ (MEMD), ist ein Glyko-
protein der Ig-CAM mit einem Moleku-
largewicht (MG) von ca. 105.000, das auf 
Chromosomen 3 (3q13.1–q13.2) kodiert ist. 
Es besitzt 5 extrazelluläre Immunglobulin-
domänen [2 NH2-terminale variable (V)-
typische „loops“ und 3 membranproxima-
le konstante (C)-typische "loops"], eine 
transmembranäre Region und ein kurzes, 
zytoplasmatisches Ende [4]. Die ALCAM-
Moleküle können untereinander sog. ho-
motypische und mit CD6 – einem lym-
phozytären Oberflächenmarker – hete-
rotypische Bindungen eingehen. Activa-
ted leukocyte cell adhesion molecule wird 
physiologisch in unterschiedlichen Or-
ganen und Zellen wie z. B. in aktivierten 
Leukozyten, mesenchymalen und häma-
topoetischen Stammzellen exprimiert [5]. 
An Tumoren wurde eine Expression von 
ALCAM in der Infiltrationszone zunächst 
beim malignen Melanom gezeigt [9]. 
Auch andere Arbeiten konnten einen Zu-
sammenhang zwischen hoher ALCAM-
Expression und schlechter Prognose zei-
gen, sodass eine funktionelle Bedeutung 




Primäre Mammakarzinomgewebe von 
162 Patientinnen wurden für Western-
Blot- (WB-) und Microarray-Analy-
sen aufgearbeitet. Alle Patientinnen wa-
ren wegen der Mammakarzinomerkran-
kung am Universitätsklinikum Hamburg 
zwischen 1992 und 2002 in Behandlung. 
Der mittlere Nachbeobachtungszeitraum 
betrug 84 Monate (8–169 Monate). Brust-
erhaltende Operationen wurden an 53% 
der Frauen durchgeführt. Es erhielten 






5-Fluoruracil (CMF): 44 Patien-
tinnen,
F		Epirubicin (E) oder 5-Fluouracil/
Epirubicin/Cyclophosphamid (FEC): 
3 Patientinnen und





wurden an 4 μm dicken, in Formalin fi-
xierten und in Paraffin eingebetteten Ge-
weben mit dem monoklonalen Antikör-
per NCL-CD166 (Novocastra, Newcastle 
upon Tyne, UK) in einer Verdünnung von 
1:100 durchgeführt.
Schockgefrorenes, in Flüssigstickstoff 
gelagertes Tumorbankgewebe wurde mit 
einem Mikrodismembrator (Braun-Mel-
sungen, Melsungen) pulverisiert, in tri-
tonhaltigem Puffer inkubiert und an-
schließend für 1 h bei 25.000 rpm zentri-
fugiert. Der Proteingehalt im Überstand 
wurde mit einem „Bicinchoninic-acid“- 
(BCA-)Protein-Assay ermittelt. Western-
Blot-Analysen wurden, wie beschrieben 
[7], unter Verwendung von 20 μg Prote-
in/Spur in einem 8%igen Polyacrylamid-
gel durchgeführt. Die Proteine wurden auf 
eine PVDF-Membran (Immobilon P, Mil-
lipore, Eschborn) übertragen und für 1 h 
mit dem NCL-CD166-Antikörper in einer 
Verdünnung 1:400 inkubiert. Die Protein-
mengen in den Banden wurden densito-
metrisch relativ zu einer Kontrollzelllinie 
bestimmt (GS-700 Imaging Densitome-
ter, BioRad, München).
Microarray-Analysen
Ribonukleinsäure (RNA) wurde mithil-
fe des RNeasy-Kits (Qiagen) isoliert. Zur 
Quantifizierung der Transkripte wurden 
Affymetrix (Santa Clara, CA), HG-U133A 
Arrays und GeneChip System™ nach In-
struktionen der Hersteller verwendet. 
Proben mit suboptimalen Signalen wur-





Activated leukocyte cell adhesion molecule 
wird in nichtneoplastischen Brustdrü-
sen exprimiert. Innerhalb der terminalen 
duktulolobulären Einheiten (TDLU) ist 









den luminalen Epithelzellen nachweisbar. 
Weniger kräftig, aber ebenfalls durchge-
hend sind die basalen Epithelzellen (Myo-
epithelzellen) der TDLU markiert. In den 
Drüsengängen ist die Mehrzahl der lumi-
nalen Epithelzellen mit unterschiedlicher 
Intensität ALCAM-positiv, während die 
basalen Epithelzellen granulär zytoplas-
matisch, nicht aber eindeutig membranös 
markiert sind (.	Abb. 1). Das invasiv-
lobuläre Mammakarzinom ist durch sein 
dissolutes Wachstum gekennzeichnet. Die 
fehlende bzw. deutlich reduzierte Zellko-
häsion ist auf das Fehlen des Adhesions-
moleküls E-Cadherin zurückzuführen. 
In der immunhistologischen Untersu-
chung (IHC) ist in kein Unterschied in der 
membranösen Markierung zwischen den 
invasiv-lobulären (klassische Variante) 
und den invasiv-duktalen (NOS) Mam-
makarzinomen zu erkennen (.	Abb. 2).
Western-Blot-Analysen
Die immunhistochemische Farbreaktion 
ist von zahlreichen Faktoren wie z. B. Fi-
xierungsdauer, Präparatgröße und Art des 
Gewebes abhängig. Diese Umstände ma-
chen die immunhistochemische Quanti-
fizierung für viele Antikörper unzuver-
lässig. Daher wurden die quantitativen 
Analysen für ALCAM-Proteine mithil-
fe der WB-Analysen und für ALCAM-
mRNA mithilfe der Microarray-Analy-
sen (Affymetrix) durchgeführt. Die WB-
Analysen ergaben für ALCAM eine spe-
zifische Bande von MG 90.000–110.000. 
Die große Bandenbreite ist auf posttrans-
lationale Modifikationen zurückzufüh-
ren. Die durchschnittliche, mit der Den-
sitometrie bestimmte Proteinmenge be-
trug 125,9% (bezogen auf eine Kontroll-
zelllinie; Daten nicht abgebildet).
Microarrays
Die Quantifizierungen der ALCAM-
Transkriptmenge in 162 Mammakarzi-
nomen wurden mithilfe der Microarray-
Analysen (Affymetrix) durchgeführt. Die 
relativen Transkriptmengen reichten von 
187–11.150 mit einem Mittelwert von 2548. 
Von 133 Mammakarzinomen konnten so-
wohl quantitative Protein- als auch RNA-





Expression des „activated leukocyte cell adhesion 
molecule“ im Mammakarzinom. Prädiktivität für das 














































Expression of activated leukocyte cell adhesion molecule in breast 












































Für statistische Analysen wurden die Pa-
tientinnen in 3 etwa gleich große Grup-
pen entsprechend ihrem ALCAM-Prote-
in- bzw. -ALCAM-mRNA-Gehalt (nied-
rig, mäßig, hoch) unterteilt.
Weder der Protein- noch der mRNA-
Gehalt korrelierten signifikant mit dem 
Lebensalter der Patientinnen, dem his-
tologischen Tumortyp oder dem TNM-
Stadium, einschließlich des Nodalstatus 
im χ2-Test. Eine tendenzielle, aber statis-
tisch nichtsignifikante Korrelation besteht 
zwischen dem histologischen Differenzie-
rungsgrad nach Bloom-Richardson-Ellis 
(B.R.E.) und der ALCAM-Expression auf 
Protein- (p=0,057) sowie mRNA-Ebene 
(p=0,074), mit niedrigerer ALCAM-Ex-
pression in schlechter differenzierten Tu-
moren (.	Tab. 1). Die ALCAM-Prote-
inmenge in den WB-Analysen korrelier-
te signifikant positiv mit dem Östrogen-
rezeptor- („Estrogen-receptor“-, ER-)Sta-




Zur Untersuchung der prädiktiven und 
prognostischen Bedeutung von ALCAM 
wurde die Kohorte in eine Gruppe mit 
hohem und eine Gruppe mit fehlendem/
niedrigem ALCAM-Gehalt entsprechend 
der Protein- bzw. mRNA-Menge unter-
teilt. Im Gesamtkollektiv ergaben die 
Kaplan-Meier-Analysen für die Gruppe 
mit hohem ALCAM-Gehalt einen leich-
ten, nichtsignifikanten Vorteil bezüglich 
des krankheitsfreien Verlaufs („disease-
free interval“, DFI) und des Gesamtüber-
lebens („overall survival“, OS). Stratifi-
ziert man jedoch die Patientinnen in sol-
che, die eine taxanfreie adjuvante Che-
motherapie erhalten haben, und solche, 
die keine Chemotherapie, sondern nur 
eine endokrine Therapie oder Strahlen-
therapie erhalten haben, ergeben sich si-
gnifikante Unterschiede in der Prognose 
in Abhängigkeit von ALCAM. Chemo-
therapierte Patientinnen mit hohem AL-
CAM-mRNA-Gehalt haben ein längeres 
DFI (p=0,054) und ein signifikant länge-
res OS (p=0,0012) im Vergleich zu Pati-
entinnen mit niedrigem/fehlendem AL-
CAM-mRNA-Gehalt (.	Abb. 3). Nach 
10 Jahren leben 93% der Patientinnen 
mit hoher mRNA-Expression und 67% 
der Patientinnen mit niedriger/fehlender 
mRNA-Expression. Hohe Proteinexpres-
sion ist in der Gruppe mit Chemotherapie 
tendenziell mit längerem DFI (p=0,201) 




Die Bedeutung des ALCAM-mRNA-Le-
vels in der Prädiktion für das Ansprechen 
auf eine adjuvante taxanfreie Chemothe-
rapie wurde in einer multivariaten Cox-
Regressionsanalyse unter Einschluss des 
B.R.E.-Grades, des TNM-Stadiums und 
des Hormonrezeptorstatus untersucht. In 
diesem Modell sind ein hoher ALCAM-
mRNA-Gehalt, ein positiver ER-Status 
und ein nodalnegatives Stadium univari-
ate Prädiktoren für ein langes DFI und OS 
(.	Tab. 2). Für das OS ist die ALCAM-
Expression der strengste prädiktive Fak-
tor von den untersuchten Parametern 
Tab. 1  Korrelation der ALCAM-Expression mit B.R.E.-Grad und Östrogenrezeptorstatus
ALCAM-Protein-Analyse
  n Leicht Mäßig Hoch  
  (n=51) (n=51) (n=52)
B.R.E.-Grad
Grad 1–2 88 25 36 27 p=0,057
Grad 3 66 26 15 25  
Östrogenrezeptor (ER)
ER-positiv 112 30 42 40 p=0,025
ER-negativ 38 19 8 11  
ALCAM-mRNA-Analyse
  n Leicht Mäßig Hoch  
  (n=52) (n=54) (n=53)
B.R.E.-Grad
Grad 1–2 77 20 25 32 p=0,074
Grad 3 82 32 29 21  
Östrogenrezeptor (ER)
ER-positiv 114 33 40 41 n.s.
ER-negativ 40 17 11 12  
ALCAM „activated leukocyte cell adhesion molecule“, B.R.E.-Grad Bloom-Richardson-Ellis-Grad.
Tab. 2  Cox-Regressionsanalyse unter Einschluss der konventionellen Prognosemarker 
und der ALCAM-Expression auf mRNA-Ebene
Marker Hazard Ratio 95%-Konfidenzintervall p
  Kranheitsfreier Verlauf (DFI)
ALCAM 0,308 0,111–0,852 0,023
ER 0,463 0,223–0,962 0,039
pN 2,335 1,108–4,919 0,026
pT 1,271 0,749–2,159 0,374
B.R.E.-Grad 1,963 0,853–4,503 0,113
  Gesamtüberleben (OS)
ALCAM 0,092 0,023–0,367 0,001
ER 0,344 0,135–0,873 0,025
pN 2,169 0,828–5,683 0,115
pT 1,874 0,986–3,560 0,055
B.R.E.-Grad 1,349 0,531–3,427 0,529
ALCAM „activated leukocyte cell adhesion molecule“, B.R.E. Bloom, Richardson, Ellis, DFI „disease-free interval“, 
ER „estrogen receptor“, OS „overall survival“, pN „pathologic nodal status“, pT „pathologic tumor stage“.
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(p=0,001). In der multivariaten Analyse 
behält neben ALCAM nur noch der ER-
Status seine Signifikanz als prognostischer 
Parameter, während das T- und N-Stadi-
um eine deutliche Tendenz zeigen, die Si-
gnifikanzgrenze aber verfehlen.
Diskussion
Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass 
die Expression von ALCAM insbesondere 
auf der mRNA-Ebene ein geeigneter Mar-
ker für die Prädiktion des Ansprechens 
auf eine taxanfreie Chemotherapie beim 
invasiven Mammakarzinom sein könnte.
Activated leukocyte cell adhesion mo-
lecule wird in normalen Drüsenepithe-
lien der Brustdrüse – in den luminalen 
stärker als in den basalen Epithelzellen – 
membranös exprimiert. Eine kräftige Ex-
pression von ALCAM in Brustdrüsenepi-
thelien wurde auch von King et al. mit der 
IHC gezeigt [6], hingegen konnten Burk-
hardt et al. [8] nur eine schwache Expres-
sion nachweisen. Auch die Datenlage für 
maligne Tumoren ist widersprüchlich. 
Die ersten klinisch-pathologischen Stu-
dien zu ALCAM wurden an Melanomen 
durchgeführt. Kempen et al. [9] konnten 
in immunhistologischen Studien zeigen, 
dass die ALCAM-Expression mit der Pro-
gression von malignen Melanomen korre-
liert und dass die meisten melanozytären 
Nävi und malignen Melanome im Stadi-
um Clark-Level 1 und 2 negativ für AL-
CAM sind. Eine erhöhte Expression von 
ALCAM an der Invasionsfront wie bei 
den malignen Melanomen wurde in die-
ser Studie beim Mammakarzinom nur in 
Einzelfällen beobachtet. Eine Beziehung 
der Herunterregulation von ALCAM mit 
schlechtem Differenzierungsgrad wur-
de beim Prostatakarzinom [10] und eine 
Korrelation mit fortgeschrittenem Tumor-
stadium sowie schlechter Prognose beim 
Plattenepithelkarzinom des Ösophagus 
[11] beschrieben. Hingegen wurde beim 
kolorektalen Karzinom [12] und beim 
Urothelkarzinom [13] eine negative Kor-
relation zwischen der ALCAM-Expres-
sion und der Prognose gezeigt. Auch für 
Mammakarzinome sind die Ergebnisse 
uneinheitlich. Im Gegensatz zu ande-
ren Studien mit kleinen Fallzahlen konn-
te an der hier vorgestellten Kohorte we-
der auf der Protein- noch auf der mRNA-
Ebene eine signifikante Korrelation mit 
dem histologischen Typ, dem Differenzie-
rungsgrad, dem TNM-Stadium und dem 
PR-Status gezeigt werden [6, 14]. Wie in 
der Untersuchung von Jezierska et al. [14] 
konnte auch hier eine positive Korrelation 
der ALCAM-Proteinexpression mit dem 
ER-Status nachgewiesen werden. Interes-
santerweise werden die Expression von 
ALCAM und das Überleben von Mam-
makarzinomzelllinien durch die Gabe von 
17β-Östradiol gesteigert und durch Tamo-
xifen inhibiert [15]. Von den Autoren wurde 
geschlussfolgert, dass eine hohe ALCAM- 
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Abb. 3 7 Prädiktiver Wert 
des ALCAM-mRNA-Gehalts 
für das Ansprechen auf 
eine taxanfreie adjuvante 
Chemotherapie in der 
Kaplan-Meier-Analyse. 
Rote  Linie hoher ALCAM-
Level, grüne Linie niedriger 
ALCAM-Level. (a, b; n=62) 
a Gesamtüberleben (OS) 
und b krankheitsfreier Ver-
lauf (DFI) der Patientinnen 
behandelt mit nur endo-
kriner Therapie oder Strah-
lentherapie. (c, d; n=100) 
c OS und d DFI der Pati-
entinnen mit adjuvanter 
 Chemotherapie
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mitgeteilt; dies erklärt möglicherweise 
die Unterschiede in den Ergebnissen der 
jeweiligen Studien.
Hohe ALCAM-Expression korreliert po-
sitiv mit dem ER-Status und ist ein mög-
licher prädiktiver Faktor für das Anspre-
chen auf eine taxanfreie Chemotherapie.
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